Allatorvostudoményi Egyetem

Belgyogyaszati Tanszék €s Klinika

Egészséges kutyak szérum hepcidin szintjének vizsgalata
LC/MS moédszerrel

Készitette: Bagi Melinda

Témavezetok:

Dr. Vizi Zsuzsanna
klinikai allatorvos, osztalyvezetd
ATE Belgyogyaszati Tanszék és Klinika

Dr. Sterczer Agnes

egyetemi docens
ATE Belgyogyaszati Tanszék és Klinika

Budapest, 2018



TARTALOMJEGYZEK

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE ........ooooiiimiiemeeeseeeseseessesssssesssssssessssssssssesssss st ssssssssssssssssssssssans 2
2. BEVEZETES .....otootiiititieeise it sssse st s sttt 4
3. IRODALMI ATTEKINTES. .......oovutuiuimiitmieeseesseseseesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssess 5
3.1. A hepcidin felfedezése €s JEleNtOSEEE ......ccuueruiriiriiieniirieee e s 5
3.2. A VaS SZEIEPE @ SZEIVEZELDEN .....c.veeeieie ettt sttt e e r e s beeaesteernenee s 6
3.3. A hepcidin tulajdOnSAZaL.......cevvirrerieriiieere et e 8
3.3.1. A hepcidin formai €s SZEIrKEZEte........cevueruirieririieieieee e e 8
3.3.2. A hepcidin termelOdESe €8 SZETEPE . ......eeruuiriiriiirrieeitieniie sttt et et esbee st e st et sb e saeesaee e 8
3.3.3. A hepcidin klinikai vONatKOZASa ........c.ceveeriiiiiiiiiiieeesee et 10

3.4. A human hepcidin KutatdSoK ........c.eevueiriiiiieieieeee et s 11
3.5. A hepcidin vizsgalata KUtyAKDan. .........cccceiirieieninienineeseeeee et s 12
3.5.1. Szekvencidja és referencia rtéKtartOmMANYa........ccceeeevveruereeriereesieneeeene e eee s seennens 12
3.5.2. A human kutatasok eredményeinek hatdsa az 4llatorvostudomanyra ...........ccccceerverieenenne 14
3.5.3. Az egészséges kutyak kisziirése a vizsgalathoz .........ccceeveeiiiiiiiiiiiiiiceeeeceeeeee 14

4. CELKITUZESEK ...ttt sttt sttt 15
5. ANYAG ES MODSZER ........coooouuiiiriineeeiieeesesisss s sssssssss st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 16
5.1. A mintavétel menete és a laboratdriumi VIZSZAIAt..........cceveverreereerieniieiiienieeseenee e see e 16
5.2. A hepcidin mennyiségi mérése LC/MS mOdSZerrel........cccovirveviniininineciinececeeeeneeeee 19
5.3, StatiSZtIKaAT ANALIZIS .. .eeiveirieiiieiieestee ettt sttt st b e ae e e eaeen 20
6. EREDMENYEK .......cioiimiiuimriimmreesmeesssessisesessesssssesssssessssses st sssssssssssessssssessssssssssesssssssssens 21
6.1. A vizsgalt MINtaK JEILEMZOI.....ccueivrieriiriiriieiieeeree sttt ste e s e st sbe e beesbeesbeesseesaseensaens 21
6.2. A hepcidin referencia értéktartomanya és KOrrelaCion........cvrvveereerieriiireiinniennieneeneeseesieeieens 21
T.MEGBESZELES. .......coooiiiiieceieeeiee it ess sttt esss s 24
8. OSSZEFOGLALO ...ttt eieeessses st ss sttt 26
9. SUMMIARY ..ottt ettt ettt ettt s h et s bt et e bt e at e b e sb e et e s b e e st e bt sae e b e abe et enbesbeebesbeeneeane 27
10. IRODALOMUIEGYZEK .......ooivimtiiimieiimessssesesssessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesnees 28
KOSZONETNYILVANITAS .....oovotiiiieieeiineeeieseiee i sssssesssssssss s sssssessssss st s ssssssssssssnns 30



1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AID
ALT
CD
cDNS
CHr
CRP
DCYTB
DMT1
ELISA
HCP-1
hepcidin
HFE
HO

IL-6
LC/MS
LEAP-1
LPS
LVK

MALDI-TOF

MCH
MCHC
MCV

MRNS

anaemia of inflammatory disease

alanin amino-transzferaz

cirkularis dikroizmus spektroszkopia
komplementer DNS

retoculocyta haemoglobin content
C-reaktiv protein

duodenal cytochrome b

divalent metal transporter 1

enzyme-linked immonosorbent assay

heme carrier protein 1

hepatic bactericid protein

a hemokromatdzis gén fehérje

hem oxigenaz

interleukin-6

liquid chromatography — mass spectrometry
liver-expressed antimicrobial peptide 1
lipopoliszacharid

latens vaskotd kapacitas
laser ionization

matrix-assisted desorption

tomegspektrometria

mean cellular hemoglobin

mean corpuscular hemoglobin concentration
mean cellular volume

messanger RNS

time

of flight



RDW

rMCV

RP-HPLC

SELDI-TOF

TVK

USF2

WBC

reticulocyte distribution width

mean reticulocyte volume

reversed phase high-performance liquid chromatography

surface-enhanced laser desorption

tomegspektrometria
teljes vaskoto kapacitas
upstream stimulating factor 2

white blood cell

ionization

time of flight



2. BEVEZETES
A hepcidin (hepatic bactericid protein) a szervezet vas anyagforgalmat befolyasolo

hormon, amelynek kutatisa a 2000-es évek elején kezdddott. A fehérje szerepének
vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy antimikrobidlis tulajdonsaggal bir és a szervezet
vashaztartasanak szabalyozasaban kiemelt jelent6sége van. A vas elengedhetetlen
mikroeleme a szervezetnek, ezért fontos az olyan fehérjék vizsgalata, amelyek képesek
befolyasolni a vas homeosztazist. A hepcidin antimikrobialis tulajdonsaganak alapja, hogy
a ferroportin expresszio szabalyozasaval elzarja a vasat a mikroorganizmusoktol, ezaltal
segitve azok eliminacidjat a szervezetbdl. Ennek kovetkezménye azonban, hogy a
szervezet normal vorosvérsejtképzéséhez is alacsony mennyiségii vas all rendelkezésre,

ami kiilonbozé nemregenerativ anaemias korképek kialakulasdhoz vezet.

Fontos elkiiloniteni a kiillonb6z0 anaemidk hatterében 4all6 gyulladdsos eredetii
betegségeket az egyéb vérsejtképzési zavaroktol. Amennyiben a hepcidin mérése
bekeriilne a diagnosztikai eljardsok kozé, egyszertisodne a differencial diagnézisok

felallitasa.

Elsoként a human orvostudomany kutatéi allapitottak meg az egészséges emberek hepcidin
referencia értéktartomanyat és vetették Ossze a beteg emberek értékeivel. A vizsgalati
eredmények igazoltak, hogy a kiilonb6z6 gyulladasos betegségek esetén emelkedett

hepcidin szint mérhet6. Ennek az dsszefiiggésnek a kimutatasa és bizonyitasa inditotta el a

crer

crer

A kutatasom célja a szérum hepcidin szint referenciaértékének meghatirozasa egészséges
kutyakban, amelyet tudomasunk szerint eddig még nem sikeriilt megallapitani. Korabban
voltak elézetes vizsgalatok az Allatorvostudomanyi Egyetemen arra vonatkozoéan, hogy
egészséges ¢s beteg kutydkban is megmérjék a hepcidin szintet, a mérési mddszerek

azonban tovabbfejlesztésre szorultak.

A referenciaérték meghatarozdsa lehetdséget adna arra, hogy Osszevessikk a beteg
kutydkban mérhetd szinttel és ezzel alatamasszuk a human teriileten felallitott hipotézist.
Tovéabba a jovOben gyakorlati szerepet kaphatna a hepcidin szint mérése a hétkoznapi
allatorvoslasban is, hozzajarulva a minél gyorsabb és pontosabb diagnosztikai korkép

felallitasahoz.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A hepcidin felfedezése és jelentdsége

A hepcidin genetikai szerkezete sokaig nem volt tisztazott, mivel a rendelkezésre alld
modszerek nem tették még lehetové egy ilyen kisméretli gén kimutatasat (1). Park és mtsai
2000-ben human vizeletbdl izolaltak egy cisztinben gazdag peptidet. A hepcidin nevet
kapta, amely a majbeli képz6désébdl (hepatic), az antimikrobialis hatasabol (bactericid) és
fehérje (protein) tulajdonsagabodl ered. A hepcidin mRNS féleg majban 1évé prekurzort
kodol, de a peptid elsé felfedezése human vizeletbdl tortént. A vizeletbdl valo
kimutatashoz kation cserélé kromatografiat, RP-HPLC-t (reversed phase high-performance
liquid chromatography) és CD spektroszkopiat (cirkularis dikroizmus spektroszkdpia)
hasznaltak (2). Szintén 2000-ben Krause ¢és mtsai human vérbdél mutattdk ki az
antimikrobialis hatasu peptidet, amit LEAP-1 (liver-expressed antimicrobial peptide 1)

néven irtak le (3).

A hepcidin tovabbi vizsgalata sordn sikeriilt 6sszehasonlitani az egerek és az emberek
hepcidinjét, tovabba felderiteni a hepcidin és a szervezet vashaztartasa kozotti
Osszefliggést. Az egerek egy csoportjaban kisérletesen vastulterhelést idéztek eld (vas-
karbonil ¢és vas-dextran felhasznéldsaval), a masik csoport allataiban spontan
vastulterhelést alakitottak ki (B2-mikroglobulin knockout egerek), mig a harmadik
csoportban 1évé egerek kontrollként szolgaltak. A kisérlet kimutatta, hogy egy ma4j
specifikus mRNS nagymértékli expresszalodasat valtja ki a maj vastalterhelése. Az izolalt
cDNS altal koédolt 83 aminosavbol allo fehérje C-terminalis régidja pedig szoros
hasonlésagot mutat a humén hepcidin fehérjével. Az egér és human HEPC gén is a 7. és
19. kromoszoman talalhaté kozvetleniil az USF2 gén mellett (4). USF2 knockout
egerekben fokozatosan multivisceralis vastulterhelést eléidézve jelentds vas felhalmozddas
alakult ki a majban és a hasnyalmirigyben. A szervi elvaltozdsok hasonldak voltak az
0roklddé hemochromatosis okozta betegséghez, igy vizsgaltadk a vas statuszat az
egerekben. A vas metabolizmus valtozasaban tapasztalhato hasonlésagok a HFE knockout
egerek és az USF2™" hepcidin hidnyos egerek kozott arra utal, hogy a hepcidin ugyanazon a
szabalyozasi uton miikddik, mint a HFE-fehérje. A kutatas sordn tovabba vizsgaltdk a
hepcidin hatasat a makrofagok vastarolasara. Megallapitottak, hogy a mutalodott HFE
fehérje vagy a hepcidin expresszid teljes hidnya emelkedett bélbeli vas abszorpciot és a
makrofagokban csokkent vastdrolast eredményezhet. A kutatds kiemelt eredménye a

hepcidin kulcsszerepének bizonyitasa volt a vas homeosztazisban. Amennyiben a hepcidin



génje mutalodik, feltételezhetd, hogy az abnormalis vas metabolizmus, illetve az 6rokl6dé

hemochromatosis betegség gyakorisaga emelkedik (5).

3.2. A vas szerepe a szervezetben

A hepcidin fontos szerepet jatszik a szervezet vas anyagforgalmaban. A vasforgalom
szabalyozasa azért fontos a szervezet szdmara, mert a vas szdmos élettani folyamat része.
Ez az elem segit az oxigénszallitasban, az energiatermelésben ¢és szamos enzimreakcioban.
A nem megfelel szabalyozasa azonban toxikus kovetkezményekkel jarhat. A szabad vas
kiilonb6z6 reakcidkban vehet rész, igy oxigén szabadgyokok képzddnek, amelyek szdmos

bioldgiai molekulat karosithatnak (6, 7).

A vas vitathatatlanul minden ¢él6 szervezet szamara elengedhetetlen mikroelem. A
vastartalmu taplalék az egyetlen vas forrdsa a szervezetnek (8). A kiilonb6z0 taplalékokban
a vas foként hem ¢és nem hem (vagy szervetlen) formaban taldlhaté meg. A hem forma
féleg a hemoglobinbdl és a hiisok myoglobinjabol szarmazik. A nem hem (nagymértékben
Fe®*) eredetfi vas megtalalhat6 a husfélékben és a névényekben is. Ez a forma oldhatatlan,
¢s a hemmel szemben a biologiai hasznosithatésagat szdmos taplalkozési Osszetevd
befolyasolhatja. Bar a taplalékban 1évé vas leginkabb Fe** forméjaban talalhaté meg, az
enterocytakba valé bejutishoz az Fe?* redukalt forma sziikséges. Ennek kovetkeztében a
ferri format eldszor redukalnia kell a szervezetnek az enterocytakba torténd transzport eldtt
(6). Ezt a feladatot a duodénum enterocytaiban expresszalodo DCYTB (duodenal
cytochrome b) latja el, amely egy vas regulalt Fe® reduktaz 9).

A Fe** a DMTI1 (divalent metal transporter 1) transzporteren keresztiil jut be a bélhamse;jt
apicalis oldalan. A vas hem kotott formaban is felszivodhat a HCP-1 (heme carrier protein
1) transzporter segitségével. A hem gyorsan katabolizalodik a hem oxigenaz (HO) révén,
¢és vas szabadul fel (8). Az enterocytdkba keriilt vas az endogén ferritin altal raktarozodik
vagy exportalodhat a vérbe, hogy eljusson a kiilonb6z6 szovetekhez. A sejt basolateralis
oldalan talalhat6 ferroportin az egyetlen emldsokben ismert transzporter fehérje, amely a
vas exportjaért, vagyis az enterocytakbol a vérbe torténd jutasaért felelds (10). A Fe** a
transzportot kovetden Fe** formava oxidalodik a hephaestin altal miel6tt a plazméba
kertilne. Ott gyorsan hozzakotddik a transzferrinhez, amely egy hepatocytak altal termelt
monomer glycoprotein (1. abra). Két vas atomot képes megkotni és rendkiviil fontos

szerepet jatszik abban, hogy a vas eljusson az Gsszes szervhez, beleértve a felhasznéléasi



tertileteket (csontveld) és a raktarozo szerveket (mdj) (8). A vas féleg a majban, 1épben,
csontveldben ¢és a reticuloendothelialis sejtekben raktarozodik ferritin formajaban. A
ferritin egy olyan Osszetett fehérje, amely vasbol és apoferritin fehérjébdl tevddik Ossze.
Ha nem all rendelkezésre elegendd apoferritin a szervezet szdmara, hemosziderin
formajaban is raktarozodhat. A vaskorforgds révén a vasat Gjra fel tudja hasznalni a
szervezet, ami azért fontos, mert a felszivodas csak kismértékli vasvesztést tudna fedezni.
A szervezetben a vaskivalasztodds mértéke korlatozott, foként a levald bélhamsejtekkel

torténik, ami a benne levd vassal egyiitt a bélsarral tirtil (11).

1. abra: Vasfelszivodas az enterocytan keresztiil

Nem hem forras Hem forras
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F92+¢——'.
: DCYTB
DMT1
A HCP1 Fe¥*
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Forras: sajat szerkesztés (2018)



3.3. A hepcidin tulajdonsagai

3.3.1. A hepcidin formai és szerkezete

A hepcidin human vizeletb6l tortént elsé izolalasakor egy cisztinben gazdag kation
peptidet irtak le. Két predominans formaja a hepcidin 20 és a hepcidin 25, amelyek 20
illetve 25 aminosavat tartalmaznak. A fehérjében 1évé 8 cisztin diszulfid hidakkal
kapcsolodik 0ssze (2. abra). A m4j a f6 helyszine annak az mRNS expresszionak, amely a
84 aminosav tartalmu prepropeptidet kodolja. Azonban a vizeletben csak a 20-25 aminosav
forma taldlhatdo meg, valamint kisebb mértékben a hepcidin 22 aminosavas valtozata is (2).
A hepcidin struktirdjaban talalhaté két B-redét egy hajtlikanyar kapcsol Ossze. A két
antiparalell szal kozott diszulfid hidak és hidrogénkotés stabilizalja a szerkezetet. Ez a
struktira amfipatikus tulajdonsagot kdlcsondz a fehérjének, ami szamos antibakteridlis és

antifungalis fehérjére jellemzd (12).

2. abra: A hepcidin aminosav szekvencidja és feltételezhetd diszulfid kotések a cisztinek
kozott (1-4, 2-8, 3-7, 5-6)

J:| [ % * | *
DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
g —

25 2220

Forrés: Park és mtsai, 2001 (2)

3.3.2. A hepcidin termelddése €s szerepe

A hepcidin {6 termelddési helye a maj. A 64 aminosav tartalma prohepcidint termeld sejtek
foleg a portalis vénak koriil helyezkednek el. A propeptid a méjsejtek basolateralis oldalan
gylilik 6ssze. A prohepcidinbdl a furin-szerti proprotein konvertazok hasitasara keletkezhet
hepcidin. A prohepcidin és a hepcidin is a hepatocytdk basolateralis oldalan {iriil a

majszinuszoidokba (11).

A hepcidin termelddését a vashaztartds, az oxigén ¢és a gyulladdsos korképek is
befolyasoljak. Egerekben vizsgaltdk példaul, hogy wvastilterhelés hatasara a majban
fokozodik az mRNS expresszid (4, 5). Amikor a vas raktarozdsa megfeleld vagy magas

szintll, a mdj hepcidint termel, amely a vékonybélbe dramlik. Ott a hepcidin a ferroportin



internalizécidja altal gatolja azt az egyetlen utat, amin keresztiil a vas az enterocytakbol a
plazméba keriil. Ha a vasraktarak szintje alacsony, a hepcidin termelésének csokkentése
utan a vas a ferroportin segitségével a basolateralis membranon keresztiil felszivodhat. Ha
az oxigén szallitasa nem megfeleld, a szervezet célja tobb vorosvérsejt képzése. Ennek
elérése érdekében csokkenti a hepcidin mennyiségét, igy a gatld hatds is csokken, tehat

tobb vas valik elérhetdvé a taplalékbol és a makrofag illetve hepatocyta raktarakbol (13).

A human hepcidin antimikrobialis tulajdonsagat a felfedezésével egy iddben irtak le
elészor (2, 3). Nemeth és mtsai (2003) hasonlitottdk Ossze gyulladds okozta anaemids és
vas hidny okozta anaemia, valamint kontrollalt 6rokolt hemochromatosisos betegek
vizeletének hepcidin tartalmat. A gyulladasos anaemids betegeknél - a tobbi anaemids
beteggel Osszehasonlitva - emelkedett vizelet hepcidin tartalmat mértek. Azoknal a
betegeknél, akiknél transzfizid altal vas tuladagolast idéztek eld, szintén jelentdsen
emelkedett vizelet hepcidin tartalom volt jellemzé (14). Humén primer hepatocytakat
vizsgalva kideriilt, hogy a hepcidin mRNS kismértékben emelkedett lipopoliszacharid
(LPS) kezelés utan és nagymértékben emelkedett az LPS kezelésnek kitett monocitakbol
szarmazd monokinek hatasara. A citokinek koziil az IL-6 (interleukin-6) nagymértékben
indukalta a hepcidin mRNS termelddését. A fertézések és kiillondsen a patogén specifikus
molekulak (pl. az LPS) a makrofagokon hatva - beleértve a maj Kupffer sejtjeit is - az 1L-6
termelését eredményezik. [Ezek a citokinek pedig a hepatocytdk hepcidin mRNS
szintézisét indukaljak. Kovetkezésképp a hepcidin egy II. tipust akut-fazisu fehérje, amely
egy molekuldris kapcsolatot biztosit a gyulladds, a létrejové anaemia és a vas

metabolizaci6 szabalyozasa kozott (14, 15).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a gyulladas altal kivaltott emelkedett hepcidin szint és
a kovetkezményes vashiany miatt elnyomott erythropoesis arra utalnak, hogy a hepcidin

kulcsszerepet jatszik a gyulladasos anaemiak kialakulasaban (15).

A hepcidin azaltal kontrolldlja a plazma vasszintjét, hogy szabalyozza a bélben a vas
felszivodasat, a makrofagokbol az ujrahasznositott hemoglobin vas exportjat és a
majsejtekben tarolt vas felszabadulasat (16). A hepcidin kozvetleniil kapcsolodik a
ferroportinhoz, amelynek kovetkeztében az internalizalédik ¢és a lizoszémak altal
lebontésra kertil (3. dbra). A ferroportin ezaltal eltiinik a sejtmembranrol és megsziinik a
cellularis vas export. Ferroportin csatornak leginkabb a bélhamsejtek basolateralis

membranjan, a szoveti makrofagokban és a placenta throphoblast sejtjeiben talalhatok. A



bélhamsejteken 1évo ferroportin mitkodésének gatlasaval a vas az enterocytakkal levalik és
kitiriil a szervezetbdl. A hepcidin-ferroportin interakcié a makrofagokban is hasonlo, tehat

hepcidin jelenlétében a vas csapdaba esik ezekben a sejtekben (13, 17).

3. abra: A vas plazmaba keriilésének szabalyozasa a hepcidin-ferroportin interakciot
kovetden az enterocytak basolateralis oldalan

HHN

Fe

o
o HHF e

Fe Fe Fe Fe

Forras: Ganz és Nemeth, 2006 (13)

3.3.3. A hepcidin klinikai vonatkozésa

Jol ismert a hepcidin szerepe a gyulladdsos korképek altal kivaltott nemregenerativ
anaemia kialakulasdban. Ennek oka, hogy a mikroorganizmusok nagy mennyiségben
igénylik a szervezet vastartalmat, igy a szervezet igyekszik elzarni azt eldliikk. Heveny vagy
idiilt gyulladasos betegeknél a hepcidin produkcié emelkedésével csokken a szervezetben
felhasznalhaté vas mennyisége. A folyamat kovetkezménye, hogy a csokkent szérum
vaskoncentracid miatt a csontveld vordsvérsejt képzése is csokken, tehat nemregenerativ
anaemia alakul ki, amelyet kronikus vagy gyulladdsos betegségek altal kivaltott

anaemiaként is emlitenek (17).
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3.4. A human hepcidin kutatasok

A hepcidin meghatarozasa eldszor vizeletbdl tortént kation cseréld kromatografia, RP-
HPLC ¢és CD spektroszkopia, majd vérb6l MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight) tomegspektrometria hasznalataval (2, 3). Az évek soran tobb
kisérlet is indult a hepcidin mennyiségi meghatdrozasdra. Human vérszérumbol Western
blot, szérumbdl és vizeletb6l pedig SELDI-TOF (surface-enhanced laser desorption
ionization - time of flight) modszerrel mérték a fehérje mennyiségét. Utobbi modszerrel a
hepcidin mind a hdrom forméjanak (hepcidin-20, -22, -25) kimutatdsa és szemikvantitativ
mennyiségi meghatirozasa is lehetséges. Ezen kiviil a szérum hepcidin koncentraci6
kvantitativ. ~ mérését  folyadékkromatografias  rendszerhez ~ kapcsolt ~ tandem
tomegspektrométerrel (LC/MS) végezték. A hepcidin fajok k6zotti konzervativizmusa, kis
mérete és Osszetett szerkezete miatt mennyiségi meghatarozasa nehézkes (11). Balogh és
mtsai (2009) a vizelet tisztitasara €s a vizelet hepcidin tartalmanak koncentralasa alkalmas,
gyors ¢€s egyszeri modszert dolgoztak ki. Emellett egy olyan MALDI-TOF
szeminkvantitativ modszert, amelyben az altaluk szintetizalt Ac-1-25 peptidszarmazékot,
mint hepcidin-szerii belsé standard peptidszarmazékot alkalmaztak a vizelet hepcidin
szintjének mennyiségi meghatdrozasara (11). A hepcidin mérése soran figyelni kell a
mintdk megfeleld tarolasara, mert a hepcidin-25 mennyisége 1-2 nap alatt csokkenni kezd
szobahOmérsékleten. Ennek elkeriilésére az azonnal fel nem hasznalt mintdkat hiiteni
sziikséges. 4°C-on 1 hétig, —20°C-on 4 hétig, és —80°C kortiilbeliil 2 évig stabil marad a
mintdban, bar az utobbi hiitési technika esetében is érdemes 6 honapon beliil felhasznalni
(18, 19).

Ganz és mtsai (2008) fejlesztették ki az els6 szérum ELISA (enzyme-linked
immonosorbent assay) modszert a hepcidin mérésére. 65 egészséges férfit vizsgalva a
hepcidin koncentracio 29 és 254 ng/ml kozott valtozott, mig a kisérletben részt vevd 49 nd
szérum hepcidin koncentracigja 17 és 286 ng/ml kozotti értéket mutatott. A hepcidin
koncentracio 24 egészséges mintaban jol korrelalt a vizelet hepcidin tartalmaval, a szérum
hepcidin szint pedig a szérum ferritinnel. Vashianyos anaemidban, vasszegény HFE
hemochromatosisban ¢és fiatalkori hemochromatosisban szenvedd betegeknél a szérum
hepcidin koncentracié mérhetetlen mennyiségli vagy alacsony szintli volt. A szérum
hepcidin koncentraciét magasabbnak talaltak azoknal a betegeknél, akiknél gyulladasos

megbetegedést (C-reaktiv protein> 10 mg/dl), multiple myelomat, vagy kronikus
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vesebetegséget allapitottak meg (18). A kutatdsi eredmények aldtdmasztjdk azt a
feltételezést, mely szerint az elObbiekben felsorolt betegségek hatdsdra novekszik a
hepcidin koncentracidja. Az allatorvoslas teriiletén napjainkban zajldo hepcidinnel
kapcsolatos kutatdsok nagymértékben tamaszkodnak a fenti human orvosladsban elért
eredményekre. C¢l az, hogy megfeleld diagnosztikai médszerek keriiljenek kidolgozésra a

kiilonb6z6 anaemias korképek elkiilonitésére.

Az extracellularis vas homeosztazisnak f6 szabdlyozé mechanizmusa a hepcidin-
ferroportin kapcsolat, igy kiilonb6z6 agonistak és antagonistak alkalmazasaval egy ujszer
terapias stratégia fejleszthetd ki. A hepcidin agonistdk olyan vegyiiletek, amelyek a
hepcidinhez hasonl6 aktivitdsuak, vagy emelik a hepcidin molekula produkciojat azaltal,
hogy a hepcidin-szabalyozé molekulakra hatnak. Igy ezen a teriileten folyamatosan
fejlesztik a hepcidin szabalyozasaban résztvevd kis molekuldji modulatorok szerepét,
antitesteket hoznak 1étre, vagy szupra-aktiv mini-hepcidineket hasznalnak. Az antagonistak
harom 1ton tudjdk megelézni a hepcidin okozta ferroportin internalizaciot.
Megakadalyozhatjdk az interakcidot a hepcidin és a ferroportin kozott, gétolhatjdk a
hepcidin indukalta ferroportin ubikvitinaciot vagy az endocytosis folyamatat a ferroportin
internalizaciojakor. Az agonistak alkalmazasanak jelentdsége az, hogy megel6zhetéek
legyenek a vasfelhalmozodds okozta irreverzibilis elvaltozdsok a szervekben. Az

crer

kronikus gyulladasban szenvednek (20).

3.5. A hepcidin vizsgalata kutyakban

3.5.1. Szekvencidja és referencia értéktartomanya

Fry és mtsai (2004) célja az volt, hogy eldszor klonozzak és szekvenaljak a kutya hepcidin
génjét és az eldzetes adatok Osszegyljtésével Osszefoglaljak a hepcidin expressziojat a
kiilonboz6 szovetekben. Az RNS-t friss kutya majszovetbél vontdk ki, a cDNS-t
eldallitottak és amplifikaltdk. Ezutan standard reverz transzkripcios polimeraz lancreakcid
technikat alkalmaztak, majd Osszehasonlitottdk az aminosav sorrendet mas fajok ismert
aminosav sorrendjével. A szovetek kutya hepcidin expresszidjat Western blottal hataroztak
meg. A 85 aminosav tartalmt fehérje, amelyet klonozott kutya hepcidin cDNS-bol
vezettek le, valosziniileg a precursor formaja egy Kisebb szekretalt fehérjének (4. abra). A

kutydban meghatarozott fehérje nagy hasonlésagot mutat a 84 aminosav tartalmi human
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hepcidin precursor formaval. A hepcidinben meghatarozott 4 lancon beliili diszulfid hid a
8-cisztin kozott konzervalddott a tobbi fajban is. A kutatds soran végzett filogenetikai
vizsgalat alapjan azonban kijelenthetd, hogy az emberi hepcidin sokkal nagyobb
hasonlosagot mutat a kutya hepcidinnel, mint a ragcsalokéval. A Western blot altal
kimutatott koriilbeliil 9 kDa-os fehérje leginkabb a kutya mdajaban, kisebb mértékben a
tiidoben ¢és a vesében jelent meg. Ez konzisztens volt a prohepcidin elére kiszamitott

tomegével és a huméan majban talalt koriilbeliil 9 kDa-os fehérjével (21).

4. abra: Nukleotid (felsd sor) és az abbol levezetett aminosav (als6 sor) szekvencia a kutya
hepcidinben

1 ATGGCACTCAGCTCGCAGACCCAGGCTGCCTGCCTCCTGCTCCTCCTCCTGGCCAGCGTG
M A L § 8 Q T Q A A C L L L L L L A S8 V

61 GCCAGTGTCTCAGTCCTTCCACACCAGACAGGACAGCTCACAGACCTCCGAGCCCAGGAC
A S V S VvV L P H QTG QL TDTILTJRIATGQTD

121 ACAGCTGGAGCCGAGGCAGGCCTGCAGCCCACGCTCCAGCTCCGGAGGCTAAGGAGGCGA
T A G A EA G L Q P T L Q@ L RRUILZRTR RR

181 GACACCCACTTCCCCATCTGCATATTCTGCTGTGGCTGCTGTAAAACACCGAAGTGTGGG
D T H F P I C I P C C G C C K T P K C G

241 CTCTGCTGCATAACATAG
L ¢ Cc 1 T *

Forrés: Fry és mtsai, 2004 (21)

2016-ban az Allatorvostudomanyi Egyetemen két parhuzamos kutatasban vizsgaltak
ELISA Kkittel egészséges és beteg kutydk szérum hepcidin szintjét. A szakdolgozat célja az
egészséges kutydkra vonatkozé referenciaérték meghatirozéasa, valamint egy gyors és
pontos modszer kidolgozasa volt. Az eredmények alapjan a hepcidin atlag koncentracidja
1,23 ng/mL volt, a hepcidin normal értékét pedig 0,3 - 2,8 ng/ml kozé soroltak. A teljes
vaskotd kapacitas (TVK) és a hepcidin koncentracid kozott szignifikans Osszefliggést
talaltak (22). A C-reaktiv protein (CRP) és a hepcidin egészséges kutyakban szintén
korrelalt. Azonban a mintak egy részének ijboli mérése soran a mintan beliili szoras til
magas volt, illetve a tarskutatasban végzett beteg kutydk hepcidin szintje nem tért el
szignifikdnsan az egészségesekétdl, ahogy azt a kordbbi kutatdsok eredményei alapjan
vartdk. Az eredmények alapjdn az ELISA mérés pontossaga kétségbe vonhato és igy a

kapott referenciatartomany értéke is (22).
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3.5.2. A human kutatasok eredményeinek hatasa az allatorvostudomanyra

A parhuzamosan késziilt TDK dolgozatban megprébaltak felderiteni, hogy a kutyak
esetében is igaz-e a human orvoslasban kutatott feltételezés, mely szerint kiilonb6zd
gyulladésos korképek altal kivaltott nemregenerativ anaemidval jard betegségek hatterében
emelkedett hepcidin szint allhat. A beteg csoportba sorolt kutydk hematokrit, alanin-
aminotranszferaz (ALT), karbamid, kreatinin és TVK értékei szignifikansan eltértek az
egészséges kontroll csoportéhoz képest. ELISA moédszerrel az atlagos szérum hepcidin
koncentraciot meghatarozva azonban nem volt szignifikans kiilonbség a beteg és a kontroll
csoport kozott. A beteg csoport hepcidin- és CRP-értékei kozott pozitiv volt a korrelacio,
mig a hepcidin- és vaskoncentraciok kozott nem talaltak Osszefliggést. Az fentebb leirt
okok miatt az ELISA modszer pontatlannak bizonyult, de emellett a csoport heterogén
Osszetétele is hozzajarulhatott ahhoz, hogy a hipotézist nem sikeriilt alatamasztani (23).
Kovetkeztetésiik alapjan tovabbi vizsgalatok sziikségesek a humdan orvosldsban elért

eredmények allatorvoslasban torténd hasznosithatosagahoz.

3.5.3. Az egészséges kutyak kisziirése a vizsgalathoz

A gyulladdasos betegségek 4altaldban AID (anaemia of inflammatory disease)
kialakulasdhoz vezetnek szamos mechanizmuson keresztiil, beleértve a vas homeosztazis
termelését €s a vorosvérsejtek élettartaméanak csokkenését. Az immunstimulacidkor
termel6dd citokinek a maj akut fazist fehérjéinek - mint a CRP vagy hepcidin -
termelddését eredményezik. A hemoglobin fliggd reticulocyta paraméterek szintén erdsen
megvaltozhatnak gyulladdsos allapotban. A gyulladidsos betegségekben szenvedd
pacienseknél a normalistdl eltér6 tMCV (mean reticulocyte volume), reticulocyta RDW
(reticulocyte distribution width), microcyter reticulocyta %, macrocyter reticulocyta %,
CHr (retoculocyta haemoglobin content) és magas vagy alacsony CHr tartalmu reticulocyta
% értekeket mérhetiink. Az anaemids kutyakban magasabb a plazma CRP, ferritin,
reticulocyta és WBC (white blood cell) koncentracid, mint a nem anaemias és egészséges
allatokban (24). A kutatasunkhoz alkalmas, egészséges kutyak kisziiréséhez elsdsorban a
fent emlitett, de egyéb paramétereket is ellendrizniink kellett a megel6z6 vérkép értékelése

soran.
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4. CELKITUZESEK

A kutatasunk célja egészséges kutydkban a hepcidin referencia értéktartomanyanak
meghatarozasa. Elsdsorban egy olyan mérési modszert kellett kidolgoznunk, amely LC/MS
segitségével képes kimutatni a hepcidint és mérni annak mennyiségét. A hepcidin mérése
jelentds szereppel bir a jovoben a kiilonb6zd anaemias korképek esetén a pontosabb és

gyorsabb diagndzis felallitdsaban.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. A mintavétel menete és a laboratoriumi vizsgalat

2017 és 2018 kozott az Allatorvostudoméanyi Egyetem Belgyogyaszati Tanszékének
klinikajan és a debreceni Fénix Allatorvosi rendelében keriilt sor a vérmintak levételére.
Az egészséges kutydknak eldzetesen tobb szempontnak meg kellett felelniiik, mieldtt
elvégeztiik a vizsgalat tovabbi részét. A vizsgalatban csak 1 és 8 év kdzotti kutyak vehettek
részt, akik a mintavétel idépontjahoz képest két héten beliil semmilyen védGoltast nem
kaptak, nem alltak kezelés alatt, nem tiizeltek és akiknél a tulajdonosok a megszokottol
eltérd viselkedést nem tapasztaltak. A vizsgalat megkezdése elbtt a tulajdonos elmondésai
alapjan feljegyeztiink néhany informaciot a kutya altalanos allapotardl, igy az étvagyarol,
vizfogyasztasarol, hanyasrol, bélsararol, vizelet mennyiségérdl és mindségérdl valamint az
esetleg szedett gyogyszerekrdl. Ezen kiviil fontos volt szamunkra az utolsé oltasok datuma,
a pontos kor és testtomeg valamint, jart-e a kutya kiilfoldon egy éven beliil. A tulajdonosok
irasos beleegyezéssel jarultak hozza a kutydk vizsgalatdhoz, a mintavételhez és a kapott
adatok felhasznalasahoz. A fizikalis vizsgalat soran felvettiik az allat Klinikai alapértékeit,
majd az egyes szervrendszerek vizsgalatat kdvetden keriilt sor a vérvételre. A vérvétel a
tertilet fertdtlenitése utan a v. cephalica antebrachiibol, a v. saphena lateralisbdl vagy a v.
jugularis externabdl tortént szérum-szeparatoros és alvadasban gatolt (K-EDTA) csévekbe
(1. kép). Ezt kovetden a vizsgalat részeként a kutyaktol spontan {ritett vizeletet

gytijtottiink. Osszesen 114 kutyéatdl tortént vérvétel két év alatt.
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1. kép: Vérvétel a v. cephalica antebrachiibol
Forras: sajat foto (2018)

A vér diagnosztikai vizsgalataira a PraxisLab Kft. laboratoriumaban (1038 Budapest,
Vasut sor u. 34.) kertilt sor. A teljes hematologiai vizsgalathoz Siemens Advia 120 tipust
gépet hasznaltak. Els6 1épésben a szérum szeparatoros csoveket 4000G-n 5 percig
centrifugaltak (2. kép). A hematologiai vizsgalat soran mért fontosabb paraméterek:
vorosvérsejtszam, hemoglobin, hematokrit, MCV (atl. vvs térfogat), MCH (atl. vvs Hb-
tartalom), MCHC (atl. vvs Hb koncentracid), thrombocyta szam, fehérvérsejt szam,
reticulocyta paraméterek, szegment %, Band (Stab) %, Lymphocyta %, Monocyta %,
Eosinophil %, Basophil %. A vérkenet (Olympus bx45) morfologiai vizsgélatakor a kutyak
Babesia canisra és Microfilariara is sziirve lettek. A biokémiai vizsgalatok soran Beckman
coulter AUA480 tipusii gépet hasznaltak. A vizsgalt biokémiai labor paraméterek:
Osszfehérje, albumin, alanin-aminotranszferdz, dsszbilirubin, karbamid, kreatinin, natrium,

kalium, Na/K arany, klorid, vas, latens vaskotd kapacitas, teljes vaskoto kapacitas, CRP. A
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spontan gy(jtott vizelet alap fizikai-kémiai elemzése (szin, atlatszosag, striiség, pH,
fehérje, hemoglobin, gliikkdz, keton, nitrit, bilirubin, urobilinogén) mellett sor keriilt a
vizeletiiledék (vOrdsvérsejt, fehérvérsejt, hamsejt, kristadly, cilinder) ¢és specialis
vizeletvizsgalatokra is (Osszefehérje ultraszenzitiv, vizelet kreatinin, fehérje-kreatinin
arany, microalbumin, vizelet natrium, frakcionalt Na iirités). A kapott eredmények alapjan
valasztottuk ki azokat az egészséges kutyakat, amelyeknél relevans eltérést nem talaltunk a
laboreredményekben, igy szérum mintdit felhaszndltuk a hepcidin mennyiségi

meghatdrozasara is. A szérumot a késobbi felhasznalasig — 80 °C-on taroltuk.

ROTOFIX S A

2. kép: Vérmintak centrifugalasa
Forras: sajat foto (2018)
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5.2. A hepcidin mennyiségi mérése LC/MS modszerrel

A szérum hepcidin mennyiségi mérésének modszerét az Elelmiszerhigiéniai Tanszék
munkatarsaival dolgoztuk ki. Az LC/MS mérések a tanszéken talalhatdé Shimadzu LCMS
8030 LC-MS/MS késziilékkel torténtek kombinalva electrospray ionisation (ESI)
ionforrassal (3. kép). A detektalt ion: hepcidin 3+ (azaz, a fehérje haromszorosan protonalt
verzidja). A mintaelokészitéshez 600 pl vérszérumot hasznaltunk. 300 pl 0,1%
hangyasavat tartalmaz6 vizet adtunk hozza, vortexeléssel homogenizaltuk, majd tovabbi
500 pl viz hozzaadasa kovetkezett. Minden hozzaadott oldatot eldzetesen jégben
hatottink. Az igy meghigitott vérszérum keriilt a szilardfazisi extrakcids oszlopra
(Phenomenex C18), majd a nemkivanatos komponensek eltdvolitdsa utan a hepcidint
3x250 pl 0,1% hangyasavat tartalmazé metanollal oldottuk le. Az oldatokat szarazra
paroltuk 39 °C-on, nitrogén dramban (korilbelil 40 perc), majd 300 pl
acetonitril/viz/trifluor-ecetsav  33,8/66,2/0,1 (v/v/v) elegyben oldottuk vissza. A
visszaoldott mintat 4 °C-on, 8000 rpm fordulattal, 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszo
keriilt a kromatografias vialba és az LC-MS/MS elemzésre. A mérésekhez a Peptides
International (Kentucky, USA) cégtdl rendelt kutya hepcidin standardet hasznaltunk, a
negativ kontroll szarvasmarha szérum volt. Azért véalasztottuk a szarvasmarha szérumot
vakprobanak, mert a hepcidin 25 aminosav sorrendje 6 aminosavban tér el a kutyaétol (29).
Egy kutya szérum mint4jabol harom parhuzamos mérés késziilt, amelynek atlaga kertilt a
statisztikai vizsgalatba, amennyiben a relativ szords nem volt nagyobb, mint 15 %. Az

ennél nagyobb eltérést mutato értékeket nem szamitottuk bele az atlagba.
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3. kép: LC/MS késziilék

Forras: sajat foto (2018)
5.3. Statisztikai analizis
A vérvételen részt vevd kutyak adatait a Microsoft Office Excel 2010 programban
foglaltuk Ossze. A statisztikai elemzésekhez, igy a korrelaciok és szignifikancia (p <0,05)
vizsgalatdhoz az R statisztikai program Mann-Whitney-Wilcoxon probajat és Spearman
féle korrelacios tesztet hasznaltuk. A hepcidin referencia értéktartomanyat a MedCalc
statisztikai programmal szamitottuk ki. A hepcidin mérések pontossagat és
megbizhatdsagat az Intra-Assay varidciés koefficiens képlete alapjan (CV=Standard
Deviation/ Mean * 100) a mintankénti harom mérés atlagabol és szorasabol ellendriztiik

(Netl).
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6. EREDMENYEK

6.1. A vizsgalt mintak jellemzdi

A 114 vérminta vizsgalati eredményei alapjan 28 kutyat (25%) Ki kellett zarnunk a kés6bbi
mérésekbdl emelkedett fehérvérsejtszam, emelkedett CRP (n=6), Microfilaraemia (n=3) ¢€s
jelentésen eltérd biokémiai paraméterek miatt. Az LC/MS mérésben részt vett mintak
szama 86 db (44 szuka és 42 kan) volt. A szukak koziil 28, a kanok koziil 25 kutya volt
ivartalanitva. A vizsgalatra 28 kiilonboz6 fajtaja kutya érkezett, amelyek koziil nagyobb
szamban képviseltette magat a border collie (n=8), a labrador retriever (n=5), a golden
retriever (n=5), a magyar vizsla (n=5) fajta és a keverékek (n=25). Az egészséges

populacié atlag életkora 4,4 év, a legfiatalabb kutya 9 honapos, a legidésebb 9 éves volt.

6.2. A hepcidin referencia értéktartoménya és korrelacioi

Az LC/MS mérés soran kapott eredményekbdl a hepcidin referencia értéktartomanyat a
MedCalc statisztikai programmal hataroztuk meg. A vizsgalt mintdink alapjan az
egészséges kutyak szérum hepcidin referencia értéktartomanya 1,4-31,7 ng/ml, szoras +/-
7,7 ng/ml, atlag koncentracidja 16,6 ng/ml (minimum: 2,3 ng/ml; maximum: 41,4 ng/ml;
median: 14,7 ng/ml) volt (5. abra). Az adatok alapjan az Intra-Assay variacios koefficiens
CV= 10,665 %.

5. abra: A hepcidin referencia értéktartomanyanak abrazolasa Box plot grafikonon
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Az R statisztikai programban Mann-Whitney-Wilcoxon probat hasznalva a kapott hepcidin

értékeket Osszevetettiik a nemekkel €s azt tapasztaltuk, hogy nincs szignifikans kiilonbség

a hepcidin koncentracioban a kanok ¢és a szukdk kozott (1. tablazat). A hepcidin

koncentraciot a nemeken beliil ivari statusz szerint is vizsgaltuk (6. abra).

Ivartalanitott Ivartalanitott
lvaros szuka lvaros kan
szuka kan
Ivaros szuka p=0.08325 p=0.3755 p=10.1754
Ivartalanitott [ ; )35 p=009837 | p=0.9464
szuka

Ivaros kan p=0.3755 p=0.09837 p=0.2633

frar@lanitott | p= 01754 p= 0.9464 p= 0.2633

1. tdblazat: Az ivaros és ivartalanitott szuka és kan kutydk hepcidin értékeinek

Osszefiiggései
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6. abra: A hepcidin koncentraci6 ivar szerinti abrazolasa Box plot diagramon
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A statisztikai elemzéseink soran vizsgaltuk a hepcidin és a laboratoriumi paraméterek
koziil a vas, a latens vaskotd kapacitas (LVK), a vorosvérsejtszam, a hematokrit valamint a
kor kozotti Osszefiiggéseket. A Spearman féle korrelacios teszt elvégzése utan
megallapitottuk, hogy egészséges populacion beliil nincs szignifikans korrelacio a hepcidin
¢és a vas (p=0.2738, rho -0.1238204), a latens vaskoté kapacitas (p= 0.613, rho -0,059), a
vorosvérsejtszam (p= 0.5536, rho 0.06475217) és a hematokrit (p= 0.4265, rho -
0.08686442) értekek kozott. Elemeztiik tovabba a hepcidin és a kutydk kora kozotti
Osszefliggést, de szignifikans korrelaciot ebben az esetben sem talaltunk (p= 0.4894, rho -

0.07553392).
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7. MEGBESZELES

Két évig tartd munkank soran a célunk az volt, hogy egy eredményes modszert dolgozzunk
ki a kutyak szérum hepcidin szintjének mérésére, €s meghatarozzuk a hepcidin referencia
értéktartomanyat egészséges egyedekben. A human szakirodalomban erre a célra hasznalt
,»gold standardnak” mindsiilé LC/MS mddszert valasztottuk. Ahhoz, hogy ezt az eljarast a
kutydk szérum hepcidin méréséhez hasznalni tudjuk, ki kellett dolgoznunk egy erre

megfelelé modszert, amihez kutya standard hepcidin reagenst alkalmaztunk.

A vizsgalt 86 egészséges kutya szérum hepcidin referencia értéke 1,4-31,7 ng/ml volt. A
huméan kutatdsok sordn szintén LC/MS mddszerrel mért szérum hepcidin referencia
értéktartomanya 1,5-15,2 nmol/L (25). A human orvostudomanyban szamottevé kiilonbség
van a férfiak és a ndék szérum hepcidin koncentracidja kozott. A ndk esetében a
menstrudcid soran jelentkezd vérzésnél jelentés mennyiségli vas iiriil ki a szervezetbdl,
ezért rajuk atlagosan csokkent szérum hepcidin szint (a néknél 18-50 év kozott 0,4-9,2
nmol/l, 50 év felett 0,7-16,8 nmol/l, a férfiaknal 18 év felett 1,1-15,6 nmol/l) jellemz6 (27).
A statisztikai elemzéseink sordn a kutyak esetében nem talaltunk szignifikéns sszefliggést
a kanok ¢és a szukak eltéré hepcidin koncentracioja kozott, mivel a szukak tiizelése soran
nincs jelentds vérvesztés. A human kutatdsok soran kiilonb6z6 értékeket tapasztaltak nem
csak a nemek ko6zott, hanem a nemeken belill az egyes korcsoportok kozott is (27). Az
egészséges kutya populdcidban a kapott eredmények alapjan nem tudjuk alatamasztani a

kor és a hepcidin koncentracid kozotti 6sszefliggést.

A laboratoriumban vizsgalt biokémiai paraméterek koziil a vas, az LVK, hematologiai
paraméterek koziil a vorosvérsejtszam és a hematokrit hepcidinnel valé kapcsolatat
vizsgaltuk. A hepcidin vashaztartasban jatszott szerepe miatt dsszehasonlitottuk a fenti
vagy fokozott vorosvérsejtképzés igény esetén a hepcidin expresszidja csokken annak
érdekében, hogy a bélhamsejteken keresztiil a vas felszivodjon a vérplazmaba. Normalis
vasraktarozas, vagy tul magas szérum vaskoncentracié esetén a maj hepcidint termel (13).
A felsorolt paraméterek és a szérum hepcidin koncentracioja kdzott azonban nem talaltunk

szignifikans 0sszefliggést.

Li és mtsai (2009) irtak le egy teljesen validalt LC/MS eljarast a hepcidin mérésére human
szérumban, amely alapjaul szolgalt az altalunk kidolgozott modszernek a kutydk szérum

hepcidin szintjének meghatarozasahoz (26). A kapott eredmények alapjan bebizonyitottuk,
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hogy az LC/MS mérés pontos és megbizhatdé mddszer a kutyak szérum hepcidin szintjének

vizsgalatara (CV= 0,665).

A kutatasunk soran - az allatorvosi szakirodalomban el6szor - egy nagy populacio szérum
hepcidin értékei alapjan megallapitottuk az egészséges kutyak szérum hepcidin referencia
értéktartomanyat, ezzel egy kontroll csoportot adva a késébbi kutatasok szamara. Az
LC/MS mérési modszer kidolgozasaval lehetdvé valt a kutydk szérum hepcidin szintjének
pontos mérése, igy ezt a modszert beteg kutyak hepcidin mérésére is felhasznalhatjuk. A
beteg kutydk szérum hepcidin koncentracidja Osszehasonlithatd az egészséges
egyedekével, ezaltal vizsgalhatova valnak a human szakirodalom altal leirt sszefliggések,
miszerint bizonyos kronikus gyulladasos betegségben szenvedd pacienseknél emelkedett
szérum hepcidin szint mérhet6 (18). Tovabbi kutatasokat igényel kutyak esetében a

hepcidin vizeletbdl vald kimutatasa és dsszevetése a szérum hepcidin értékekkel.
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8. OSSZEFOGLALO

A hepcidin (hepatic antibactericid protein) egy majban termelédd antimikrobialis
tulajdonsagu fehérje, amely a vashdztartds szabalyozésaban fontos szerepet jatszik. A
membranjadban 1évd ferroportin-csatorndk vastranszportjanak gatlasaval. A szervezetet
megtamadd mikroorganizmusok eldl elzarja a szdmukra sziikséges vasforrasokat, igy segit
elimindlni azokat. A szérum alacsony vaskoncentracidja miatt a vOrds csontveld
vorosvérsejtképzése elégtelenné valik €s nemregenerativ anaemia jon létre. A human
kutatasok igazoltak, hogy a heveny ¢s idiilt gyulladasos betegeknél a szérum hepcidin szint
megemelkedik, ezaltal szerepet jatszva a kronikus vagy gyulladdsos korképek altal
kivaltott nemregenerativ anaemia kialakul4saban.

human gyakorlatban ,,gold standardnak” mindsiil6, folyadék kromatografias — tomeg
spektrometridas (LC/MS) mddszerrel vizsgaljuk. Ennek eredményeképpen a késObbiekben
az egészséges kutyak hepcidin szintjéhez tudjuk viszonyitani a beteg kutyak szérum
egyedek kivalasztasanal fizikdlis és laboratoriumi vizsgéalatok (hematologiai és biokémia
paraméterek, vérkenet morfologia, rutin vizeletvizsgalat) eredményeit vettiik figyelembe.
Az LC/MS mérésben igy 86 kutya szérum mintajat hasznaltuk fel, amelyek koziil 44 szuka
¢és 42 kan volt. A mérés soran kutya hepcidin standard reagenst hasznaltunk. Az egészséges
kutydk hepcidin referencia értéktartomanya 1,4-31,7 ng/ml, atlag koncentracidja 16,6
ng/ml (szoras: +/- 7,7 ng/ml; minimum: 2,3 ng/ml; maximum: 41,4 ng/ml; median: 14,7

ng/ml) volt.

Kutatasunk soran az é&llatorvosi gyakorlatban elsoként dolgoztuk ki a kutya hepcidin
mérésére szolgdlo LC/MS modszert, amelynek segitségével egy nagy esetszamu
populécidban meghataroztuk az egészséges kutyak referencia értéktartomanyat. A szérum
hepcidin szint meghatdrozasa ezzel az eljarassal egy pontos diagnosztikai modszer lehet a

kiilonb6zd eredetli nemregenerativ anaemiak elkiilonitésében.
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9. SUMMARY

The hepcidin (hepatic antibactericid protein) is a protein with antibacterial characteristics
produced in the liver; it has an important role in the regulation of the iron homeostasis. The
hepcidin decreases the iron concentration of the blood serum primarily with inhibiting the
ferroportin-channels in the membrane of the enterocytes and macrophages. It helps to
eliminate the body offending microorganisms by cutting off their required iron sources.
The erythrocyte production in the red bone marrow decreases because of the low iron
concentration of the serum which causes a non-regenerative anaemia. Human experiments
confirmed that in patients with acute and chronic inflammatory diseases the hepcidin level
is increased, therefore it plays a role in the formation of the chronic or inflammatory

disease caused non-regenerative anaemia.

The purpose of this research is to detect serum hepcidin in healthy dogs with a liquid
chromatography - mass spectrometry (LC/MS) method which is a ’gold standard’ process
according to human practice. Therefore we can compare the serum hepcidin level of
healthy dogs to diseased patients in the future. We included 114 dogs in the research. Dogs
were considered as healthy based on physical and laboratory examination (haematology,
biochemical parameters, blood smear morphology, routine urine examination) results.
Serum samples of 86 dogs (44 females and 42 males) were available for the LC/MS
measurement. During the assays standard canine hepcidin reagent was used. The reference
range of hepcidin in this healthy dog population was 1,4-31,7 ng/ml, average concentration
was 16,6 ng/ml (standard deviation: +/- 7,7 ng/ml; minimum: 2,3 ng/ml; maximum: 41,4

ng/ml; median: 14,7 ng/ml).

During our research, the first time in the veterinary practice we developed the LC/MS
method for measuring the canine serum hepcidin level and defined the reference range in
large population of healthy dogs. With this analysis, detection of the serum hepcidin level
can be an accurate method in the future to help to diagnose anaemia of chronic disease in

patient presented with non-regenerative anaemia.
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